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Зв’язок CD8+ та CD45RO+ 
T-лімфоцитів, що інфільтрують пухлину, 
з гіпоксичним профілем раку шлунка, 
дисемінованими пухлинними клітинами 
та перебігом захворювання
У 80 та 85,7% хворих пухлини виявились CD8+ та CD45RO+ відповідно. Медіана кількості CD8+ та CD45RO+ клітин ста-

новила 34,4 та 36,4% відповідно. За наявності дисемінованих пухлинних клітин (ДПК) у кістковому мозку кількість CD8+ 

та CD45RO+ клітин у пухлині була малою (нижче медіани). Вірогідність появи ДПК підвищувалася у 2,9 та 3,2 раза, коли 

у пухлинах була мала кількість CD8+ та CD45RO+ T-клітин відповідно. Вірогідність наявності малої кількості CD8+ T-клітин 

у пухлині зростала у 5 разів, коли сильна та середня гіпоксія була виявлена у пухлині. Загальна виживаність краща 

у хворих із пухлинами, в яких відзначали велику кількість (вище медіани) CD8+ та CD45RO+ клітин. Прогностичне зна-

чення інфільтрації пухлини CD8+ Т-клітинами було знайдено лише для хворих із категорією M
0
. Велика кількість CD8+ 

та CD45RО+ Т-клітин у тканині раку шлунка асоціюється з низькою частотою появи ДПК та кращими показниками 

виживаності хворих.
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Вступ
Рак шлунка є одним із найбільш пошире-

них новоутворень в Європі, посідаючи 5-те 

місце після раку легені, передміхурової за-

лози, товстого кишечнику і сечового міхура 

у чоловіків та раку молочної залози, товстого 

кишечнику, легені й тіла матки у жінок (Cata-

lano M. et al., 2009). В Україні у 2012 р. річний 

показник захворюваності на рак шлунка ста-

новив 24,4 на 100 тис. населення та посів 4-те 

місце після раку легені, шкіри і передміхурової 

залози у чоловіків та 7-ме місце після раку 

молочної залози, шкіри, тіла матки, товстого 

кишечнику, прямої кишки і шийки матки у жі-

нок (Федоренко З.П. та співавт., 2014). Ре-

зультати лікування хворих на рак шлунка все 

ще незадовільні, що у більшості випадків 

спричиняється віддаленими метастазами. 

Приховані метастази розглядаються як осо-

блива проблема, тому що вони не виявляють-

ся традиційними методами, хоча можуть іс-

нувати ще до первинної операції і можуть бути 

виявлені молекулярними методами у пери-

феричній крові й кістковому мозку хворих 

із категорією M
0
 (Kienle P., Koch M., 2001; 

Kang Y., Pantel K., 2013). Пухлинні клітини 

у кістковому мозку, або дисеміновані пухлин-

ні клітини (ДПК), розглядаються як важлива 

клінічна проблема, тому що ДПК здатні зна-

ходитись у кістковому мозку тривалий час та 

призводити до появи віддалених метастазів 

через багато років після успішного лікування 

(Demicheli R. et al., 2007; Uhr J.W., Pantel K., 

2011).

Незважаючи на те що ДПК активно до-

сліджуються, зусилля щодо пошуку асоціації 

між появою ДПК у кістковому мозку та харак-

теристиками первинної пухлини, зокрема 

пухлинного мікрооточення, яке відіграє 

ключову роль у рості пухлини, явно недо-

статні. Особливе місце у пухлинному мікро-

оточенні посідає внутрішньопухлинна гіпок-

сія, яка, як добре відомо, є домінуючим 

фактором у формуванні агресивності пухли-

ни та злоякісної прогресії (Vaupel P. et al., 

2004). У контексті наведеного, слід відзна-

чити наші дослідження, в яких було показано, 

що ДПК у кістковому мозку виявляють 

у 51,4% хворих на рак шлунка з категорі-

єю М
0
, при цьому у 75% хворих пухлини ха-

рактеризувалися сильною та середньою гі-

поксією (Bubnovskaya L. et al., 2014).

Водночас слід зауважити, що стромаль-

ний компонент пухлинного мікрооточення 

також відіграє важливу роль у пухлинному 

рості (Mueller M.M., Fusenig N.E., 2004; Ha-

nahan D., Weinberg R.A., 2011; Hanahan D., 

Coussens L.M., 2012; Semenza G.L., 2013; 

Casazza A. et al., 2014). Виконується багато 

досліджень щодо встановлення ролі лімфо-

цитів, інфільтруючих пухлину (ЛІП), у пухлин-

ній прогресії та їх впливу на перебіг захворю-

вання. Особлива увага концентрується 

на CD8+ та CD45RO+ T-лімфоцитах як голо-

вних протипухлинних компонентах адаптив-

ного імунітету. Показано, що наявність вели-

кої кількості лімфоцитів, особливо Т-клітин, 

є індикатором сприятливого прогнозу 

при багатьох пухлинах (Pagès F. et al., 2010). 

Різні дослідження продемонстрували, що 

велика кількість імунних клітин, зокрема CD8+ 

та CD45RO+ T-лімфоцитів, асоціюється з по-

зитивними показниками загальної вижива-

ності хворих на рак молочної залози (Mah-

moud S.M.A. et al., 2011; Liu S. et al., 2012), рак 

підшлункової залози (Ino Y. et al., 2013), 

аденокарциному стравоходу (Enomoto K. 

et al., 2012), пухлини голови тa шиї (Balerm-

pas P. et al., 2014), карциному сечових шляхів 

(Sharma P. et al., 2007), колоректальний рак 

(Pagès F. et al., 2009; Ling A. et al., 2014). Про-

те було показано, що інфільтрація пухлинної 

тканини CD45RO+ T- лімфоцитами корелюва-

ла з поганими показниками хворих на рак 

нирки (Hotta K. et al., 2011).

Кількість публікацій щодо зв’язку між 

T- лімфоцитами та раком шлунка обмежена 

(Ishigami S. et al., 2000; Fukuda K. et al., 2002; 

Lee H.E. et al., 2008; Wakatsuki K. et al., 2013). 

Так, наведено дані, що хворі з високим рів-

нем інфільтрації пухлини природніми кліти-

нами-кілерами (CD57+ клітини) мали кращий 

прогноз (Ishigami S. et al., 2000), але K. Fukuda 

та співавтори (2002) не виявили суттєвої 

різниці між показниками виживаності хворих 

зі значною та малою кількістю ЛІП, зокрема 

CD4 та CD8 Т-лімфоцитів і зрілих активованих 

T-клітин. Водночас було показано, що хворі 

з низьким рівнем апоптозу ЛІП жили значно 

довше, ніж ті, що мали високий рівень апоп-

тозу  у ЛІП. S. Ohno та співавтори (2002) 

продемонстрували, що підвищена кількість 

CD8+ T-клітин у тканині раку шлунка проду-

кувала перевагу у виживаності завдяки індук-

ції апоптозу пухлинних клітин. Автори також 

показали, що наявність CD8 Т-клітин зворот-

но корелювала з кількістю стромального 

колагену, та припустили, що підвищений 

рівень колагену строми пухлини є перешко-

дою для інфільтрації  пухлини CD8+ 

T-клітинами і може бути одним із механізмів 

виходу пухлини з-під імунної атаки організму. 

H.E. Lee та співавтори (2008) продемонстру-

вали, що хворі з великою щільністю накопи-
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чення CD3, CD8 та CD45RO Т-клітин у пухли-

ні мали значно довшу тривалість життя, ніж 

хворі з низькою щільністю цих клітин. Нещо-

давнє дослідження показало, що високу 

щільність інфільтрації CD8+ T-лімфоцитами 

пухлини виявлено у 53,8% хворих на рак 

шлунка, а низька щільність CD8+ T-лімфоцитів 

у первинній пухлині асоціюється з несприят-

ливим прогнозом порівняно з їх високою 

щільністю (Tuncel T. et al., 2013). K. Wakatsuki 

та співавтори (2013) повідомили, що загаль-

на та без ознак захворювання виживаність 

хворих на рак (який характеризувався зна-

чною кількістю CD45RO+ T-клітин) була вища, 

ніж у хворих з малою кількістю цих клітин. 

Автори також визначили більш значну ло-

кальну експресію інтерферону-γ у пухлинах 

із високим рівнем CD45RO+ клітин, ніж у пух-

линах з їх низьким рівнем.

Наведені дані дозволяють дійти виснов-

ку, що у хворих із високим рівнем CD8+ 

та CD45RO+ T-лімфоцитів у більшості пухлин 

має місце краща виживаність, ніж у хворих 

із низьким рівнем цих лімфоцитів у пухли-

нах. Водночас Z. Mei та співавтори заноту-

вали, що прогностичне значення ЛІП у раку 

шлунка залишається спірним у зв’язку 

з лімітованою кількістю досліджень (Mei Z. 

et al., 2014).

Як зазначено раніше, гіпоксія активно 

впливає на ріст і злоякісну прогресію пухли-

ни та розглядається як фактор несприятли-

вого прогнозу (Vaupel P., Mayer A., 2007; 

Semenza G.L., 2013). При цьому залишається 

обмеженою кількість даних щодо можливого 

зв’язку між гіпоксією пухлини та кількістю 

ЛІП, зокрема при раку шлунка. Крім того, 

вплив ЛІП на дисемінацію пухлинних клітин, 

зокрема у кістковий мозок, досі не встанов-

лений.

Мета нашого дослідження полягала у ви-

явленні зв’язку між ДПК і ЛІП, зокрема CD8+ 

та CD45RO+ T-лімфоцитами як компонента-

ми пухлинного мікрооточення, між ЛІП і рів-

нем гіпоксії у пухлинній тканині та асоціації 

між ЛІП і перебігом пухлинного процесу 

у хворих на рак шлунка.

Об’єкт і методи 
дослідження
До дослідження залучено 91 хворого 

(60 чоловіків та 31 жінка) на первинний рак 

шлунка, які проходили лікування в Київсько-

му міському клінічному онкологічному 

центрі у 2009–2012 рр. (табл. 1). Пацієнти 

не отримували передопераційної терапії, 

у більшості з них був розповсюджений про-

цес, і вони отримували післяопераційну хі-

міотерапію. Зразки пухлини для всіх дослі-

джень отримували відразу після видалення 

пухлини. Стадію захворювання визначали 

відповідно до номенклатури UICC (So-

bin L.H., Wittekind C. (Eds), 2002) та гістоло-

гічну класифікацію пухлини — згідно з реко-

мендаціями ВООЗ (Fenoglio-Preiser C. et al., 

2000). Усі хворі були поінформовані про до-

слідження та дали свою письмову згоду 

на використання операційного матеріалу.

Iмуногістохімічне дослідження 
пухлинної тканини
Експресію CD8 та CD45RO визначали 

на депарафінізованих зрізах пухлинної тка-

нини імуногістохімічним фарбуванням 

за допомогою специфічних моноклональних 

антитіл: клону C8/144B («Dako Cytomation», 

Данія) та клону UCHL1 («Sigma», США) від-

повідно. Імунна реакція була зафіксована та 

візуалізована полімер-пероксидазним ме-

тодом (EnVision+/HRP та 3,3-diamino-

benzidine; «Dako Cytomation») з наступним 

дофарбуванням гематоксиліном Майера. 

У негативному контролі первинні антитіла 

були заміщені розчином фосфатного буфе-

ру (phosphate buffered saline — PBS). 

Внутрішньо пухлинні CD+ клітини підрахову-

вали на 1 тис. клітин у кожному зрізі та ви-

значали їх частку у відсотках. При визна-

ченні у пухлині >1% імунореактивних клітин 

випадок оцінювали як позитивний.

Виявлення пухлинних клітин 
у кістковому мозку
2,0–3,0 мл аспірату кісткового мозку 

отримували перед операцією за допомогою 

стернальної пункції, з подальшою обробкою 

відповідно до протоколу виявлення ДПК 

у кістковому мозку. Пухлинні клітини у цито-

спінових препаратах кісткового мозку визна-

чали імуноцитохімічним методом за допо-

могою антитіл до панцитокератинів (клон 

АЕ1/АЕ3, «Dako Cytomation»). Кожний аналіз 

мав негативний контроль: фарбування ци-

тоспіну неспецифічним IgG1 (клон MOPC 21, 

«Sigma»). Кількість цитокератинпозитивних 

(ЦК+) клітин, іншими словами ДПК, рахували 

на 106 мононуклеарів кісткового мозку. Зраз-

ки визначали як позитивні, якщо ≥1 ЦК+ клі-

тин реєстрували на 106 мононуклеарів кіст-

кового мозку (досліджували 6–12 цитоспінів 

від кожного зразка кісткового мозку).

Аналіз активності матриксної 
металопротеїнази (ММП)-2 та -9
Зразки пухлини після отримання були 

занурені у рідкий азот для подальшої об-

робки. Активність ММП-2 та -9 визначали 

методом зимографії у 12% поліакриламід-

ному гелі з SDS та 0,1% розчином желатину 

у ролі субстрату (Osinsky S. et al., 2011).

31P ЯМР-спектроскопія
Рівень пухлинної гіпоксії оцінювали 

методом 31P ЯМР-спектроскопії у пер-

хлорних екстрактах тканини за допомогою 

спектрометра Bruker 400 МГц (Widebore 

Ultrashield, AV-400 electronics, Німеччина). 

Усі деталі методу наведено в наших попе-

редніх публікаціях (Бубновська Л.М. та спі-

вавт., 2010; Osinsky S.P. et al., 2011).

Статистичний аналіз
Статистичний аналіз виконано за допо-

могою пакетів прикладних програм «NCSS 

2000/PASS 2000» та «Prism» версії 4.3. Різ-

ницю між показниками оцінювали з вико-

ристанням t-критерію Стьюдента, кореля-

ційний аналіз проводили з використанням 

коефіцієнтів кореляції Пірсона (r), прогнос-

тичне значення показників оцінювали за до-

помогою пропорційної моделі Cox з вико-

ристанням χ2-тесту, коефіцієнта ризику 

(Нazard ratio — НR) та коефіцієнта вірогід-

ності (Odds ratio — ОR). Виживаність хворих 

визначали за методом Kaplan — Mеier, 

розбіжності між кривими виживаності ана-

лізували за допомогою тесту log-rank. 

Статистична значимість прийнята при 

р<0,05.

Результати 
та їх обговорення
CD8+ тa CD45RO+ клітини 
у пухлинній тканині 
та їх кореляція з клінічними 
характеристиками пацієнтів
Індивідуальні дані пацієнтів наведені 

у табл. 1. Загалом, у 80 і 85,7% пацієнтів були 

пухлини з CD8+ та CD45RO+ T-лімфо цитами 

відповідно. Середня кількість CD8+ 

та CD45RO+ клітин у пухлині становила 

37,3±2,5 та 40,8±2,7% відповідно. Медіана 

кількості CD8+ та CD45RO+ клітин становила 

34,4 (розкид — 5,0–78,8) та 36,4% (розкид — 

5,0–92,3) відповідно.

Використовуючи значення медіани, всі 

CD8+ та CD45RO+ пухлини були розподі-

лені на групи з малою або великою кількіс-

тю клітин: коли кількість CD8+ і CD45RO+ 

клітин була менша або більша за значення 

медіани їх кількості відповідно. Не було 

виявлено взаємозв’язку між наявністю 

в пухлині Т-лімфоцитів, що інфільтрують 

пухлину, і клініко-патологічними характе-

ристиками хворих (табл. 2 і 3). Водночас 

спостерігалася менша кількість пацієнтів 

із пухлинами, які характеризувалися як 

низькою, так і високою інфільтрацією у ви-

падках слизової аденокарциноми, персне-

видно-клітинної карциноми та за наявнос-

Таблиця 1 Характеристики 
хворих на рак шлунка (n=91)

Показник Кількість, 
n (%)

Стать
- чоловіки
- жінки

60 (65,9)
31 (34,1)

Вік, років
- медіана
- розкид

61,0
26–84

Анатомічна локалізація пухлини
- верхня третина
- середня третина
- нижня третина
- тотальне ураження

9 (9,9)
20 (22,0)
55 (60,4)

7 (7,7)
Стадії UICC
I
II
III
IV

22 (24,2)
20 (22,0)
27 (29,6)
22 (24,2)

Гістологічний тип
- аденокарцинома
- слизова аденокарцинома
- персневидно-клітинна карцинома
- недиференційована карцинома

60 (65,9)
12 (13,2)
15 (16,5)

4 (4,4)
Ступінь диференціації (G)
1
2
3
4

5 (5,5)
17 (18,7)
62 (68,1)

7 (7,7)
T-категорія
T

1

T
2

T
3

T
4

10 (11,0)
19 (20,9)
37 (40,6)
25 (27,5)

N-категорія
N

0

N
1–2

50 (54,9)
41 (45,1)

Віддалені метастази
M

0

M
1

79 (86,8)
12 (13,2)
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ті віддалених метастазів (категорія М
1
). 

Більше того, помічена менша кількість 

хворих із високим рівнем CD45RO+ клітин 

та категорією N
1–2

, але взаємозв’ язок був 

статистично не достовірним.

ЛІП та ДПК у кістковому мозку
При виявленні ДПК у кістковому мозку 

пацієнтів кількість CD8+ та CD45RO+ клітин 

у пухлині становила 23,6 та 17,0%, за від-

сутності ДПК — 72,4 та 41,8% відповідно 

(p<0,05). Визначено, що вірогідність появи 

ДПК у кістковому мозку хворих підвищува-

лася майже у 3 рази (ОR=2,9; 95% CI 1,13–

7,42; χ2=5,06; p<0,05) та у ≥3 рази (ОR=3,2; 

95% CI 1,10–9,29; χ2= 4,15; p<0,05), коли 

у пухлинах виявляли малу кількість CD8+ 

та CD45RO+ T-клітин відповідно.

ЛІП та їх кореляція з рівнем 
гіпоксії у первинній пухлині
Виявлено взаємозв’язок між кількістю 

ЛІП і рівнем гіпоксії в первинній пухлині, який 

оцінювали за допомогою ЯМР- спектроскопії. 

Отримані дані чітко демонструють, що кіль-

кість ЛІП знижується у приблизно 2 рази 

в умовах сильної та середньої гіпоксії в пух-

линній тканині (тaбл. 4). Більше того, показа-

но, що вірогідність наявності незначної 

кількості CD8+ T- лімфоцитів у пухлині підви-

щується в 5 разів (ОR=4,926; 95% CI 7,027–

23,628; p=0,046), коли пухлини характеризу-

ються сильною та середньою гіпоксією. 

Водночас взаємозв’ язку між кількістю 

СD45RO+ T- клітин з рівнем гіпоксії в пухлині 

не виявлено.

Загальна виживаність хворих 
із малою та великою кількістю 
CD8+ та CD45RO+ Т-лімфоцитів
Показники загальної виживаності були 

значно кращі у хворих, пухлини яких харак-

теризувалися великою кількістю CD8+ 

та CD45RO+ T-клітин порівняно з пацієнтами, 

в пухлинах яких налічувалася мала кількість 

CD8+ та CD45RO+ клітин (log rank test: p=0,042 

і p=0,004 відповідно, рис. 1 та 2).

Впродовж терміну спостереження 

24 із 91 обстежуваних пацієнтів померли 

(смерть пов’язана з основним захворюван-

ням) при медіані тривалості життя, що ста-

новить 19,9 міс після операції (розкид — 

1,6–36,4). 5-річна загальна виживаність 

хворих після операції становила 62,5% для 

всіх обстежених пацієнтів. Відзначимо, що 

всі пацієнти, в яких спостерігали 5-річну 

виживаність, отримували ад’ювантну хіміо-

терапію. Внутрішньопухлинну велику кіль-

кість CD8+ та CD45RO+ клітин спостерігали 

у 75 та 100% випадків у цих хворих відпо-

відно.

Медіана терміну спостереження для всіх 

пацієнтів становила 21,1 міс (розкид — 

0,3–68,2) з моменту встановлення діагнозу. 

Загалом 27 (29,7%) померли упродовж 

терміну спостереження. У 24 (88,9%) об-

стежуваних пацієнтів смерть була спричине-

на основ ним захворюванням при медіані 

тривалості життя 19,9 міс після операції 

(розкид — 1,6–36,4). З них у 19 (79,2%) па-

цієнтів визначали CD8+, а у 21 (87,5%) — 

CD45RO+ T-клітини у пухлині. Серед пацієн-

тів, пухлини яких були позитивними щодо 

CD8 та CD45RO Т-лімфоцитів, 63,2 та 

71,5% пацієнтів, які померли, мали пухлини 

з кількістю CD8+ та CD45RO+ клітин, меншою 

за медіану, а у 36,8 та 28,5% — більшою 

за медіану відповідно.

Взаємозв’язок між кількістю ЛІП та ви-

живаністю пацієнтів залежно від методу їх 

л ікування проаналізовано окремо: 

31 (34,1%) пацієнт отримував лише хірур-

гічне лікування, а 60 (65,9%) — ад’ювантну 

хіміотерапію.

Виживаність у групі пацієнтів «лише хірур-

гічне лікування» характеризувалася такими 

показниками: 41,7% пацієнтів померли, коли 

кількість CD8+ клітин у пухлині була нижча, 

а у 12,5% — вища за медіану; 41,7% пацієнтів 

померли, коли кількість CD45RO+ клітин була 

нижча, а у 22,2% — вища за медіану. Слід 

зазначити, що 50% пацієнтів померли із CD8– 

та 67,9% пацієнтів — із CD45RO– пухлинами.

Аналіз виживаності в групі пацієнтів 

«операція + хіміотерапія» показав наступне: 

56,2% пацієнтів померли, коли кількість CD8+ 

клітин була нижча, а 45,4% — вища за меді-

ану; 61,1% пацієнтів померли, коли кількість 

CD45RO+ клітин була нижча і 28,6% — коли 

кількість CD45RO+ клітин була вища за меді-

ану. При цьому 40% пацієнтів із CD8– та 40% 

пацієнтів з CD45RO– пухлинами померли 

в цій групі.

Таблиця 2 CD8+ T-клітини у тканині раку шлунка та клінічні характеристики хворих

Показник
Хворі з CD8+ T-клітинами у пухлині

Мала кількість (<медіани)
(n=36; 52,9%)

Велика кількість (>медіани)
(n=32; 47,1%)

Стать
- чоловіки (n=47)
- жінки (n=21)

25 (36,8)
11 (16,2)

22 (32,3)
10 (14,7)

Вік, років (медіана, розкид) 57,5 (26–77) 64 (29–81)
Гістологічний тип
- аденокарцинома
- слизова аденокарцинома
- персневидно-клітинна карцинома
- недиференційована карцинома

23 (33,9)
3 (4,4)

9 (13,2)
1 (1,5)

24 (35,3)
3 (4,4)
5 (7,3)

0
Анатомічна локалізація
- верхня третина
- середня
- нижня
- тотальне ураження

2 (2,9)
8 (11,7)

25 (36,8)
1 (1,5)

4 (5,9)
7 (10,3)

18 (26,5)
3 (4,4)

Ступінь диференціювання (G)
1
2
3
4

3 (4,4)
5 (7,3)

24 (35,3)
4 (5,9)

1(1,5)
6 (8,8)

24 (35,3)
1 (1,5)

Стадії UICC
I
II
III
IV

10 (14,7)
9 (13,2)
9 (13,2)
8 (11,8)

8 (11,8)
7 (10,3)

10 (14,7)
7 (10,3)

T-категорія
1
2
3
4

6 (8,8)
7 (10,3)

16 (23,5)
7 (10,3)

3(4,4)
8 (11,8)

12 (17,6)
9 (13,2)

N-категорія
N

0

N
1–2

22 (32,4)
14 (20,6)

16 (23,5)
16 (23,5)

Віддалені метастази
M

0

M
1

31 (45,6)
5 (7,3)

28 (41,2)
4 (5,9)

   Рис. 1 

Криві загальної виживаності хворих на рак 

шлунка згідно з Kaplan — Meier як функція 

кількості CD8+ T-клітин у пухлині (велика 

кількість CD8+ T-клітин у пухлині (кількість 

CD8+ T-клітин вище медіани), тонка лінія; 

мала кількість CD8+ T-клітин у пухлині (кіль-

кість CD8+ T-клітин нижче медіани), жирна 

лінія; p=0,042). Проаналізовані всі хворі

   Рис. 2 

Криві загальної виживаності хворих на рак 

шлунка згідно з Kaplan — Meier як функція 

кількості CD45RO+ T-клітин у пухлині (вели-

ка кількість CD45RO+ T-клітин у пухлині 

(кількість CD45RO+ Т-клітин вище медіани), 

тонка лінія; мала кількість CD45RO+ T-клітин 

у пухлині (кількість CD45RO+ Т-клітин ниж-

че медіани), жирна лінія; p=0,004). Проана-

лізовані всі хворі
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Виявлено, що CD8– та CD45RO– позитив-

ний статус не є незалежним прогностичним 

фактором загальної виживаності для всіх 

пацієнтів (p>0,05). Водночас встановлено, 

що у пацієнтів із категорією M
0
, які отриму-

вали ад’ювантну хіміотерапію та мали пухли-

ни з кількістю CD8+ клітин менше за медіану, 

ризик несприятливого перебігу захворюван-

ня зростає в 2,5 раза (НR=2,53; 95% CI 

1,092–15,586; χ2=3,99; p<0,049), а з кількістю 

CD45RO+ клітин менше за медіану ризик не-

сприятливого перебігу захворювання зрос-

тає у 3 рази (НR=2,99; 95% CI 1,098–19,220; 

χ2=4,76; p<0,036).

Отримані дані дозволяють вважати клі-

нічно значущою кількість CD8+ та CD45RO+ 

Т-лімфоцитів у ролі прогностичних факторів 

для пацієнтів із категорією M
0
, а саме без 

віддалених метастазів, що, можливо, більш 

важливо, ніж для пацієнтів із категорією M
1
.

Таким чином, CD8+ та CD45RO+ Т- клітини 

у тканині раку шлунка виявлені у 80 та 85,7% 

пацієнтів відповідно. Отримані нами дані 

стосовно 20% пацієнтів, пухлини яких були 

негативні щодо CD8, зіставні з даними іншо-

го дослідження (Mahmoud S.M.A. et al., 2011), 

згідно з яким відсутність CD8+ T-клітин у тка-

нинах раку молочної залози відзначалась 

у 19,75% пацієнтів. У нашому дослідженні, як 

і в інших, не було виявлено асоціації між ЛІП 

та клінічними характеристиками, хоча важ-

ливо звернути увагу на зменшення числа 

пацієнтів як з малою, так і з великою кількіс-

тю ЛІП у слизовій карциномі та персневидно-

клітинному раку, а також за наявності від-

далених метастазів (категорія М
1
).

Підкреслимо важливість виявленої ко-

реляції між кількістю лімфоцитів та рівнем 

гіпоксії у пухлині: за більшого рівня гіпоксії 

спостерігається менша кількість лімфоцитів 

у пухлині. Це свідчить про вплив гіпоксії щодо 

формування агресивності пухлини, оскільки 

відомо, що велика кількість лімфоцитів є 

фактором сприятливого прогнозу майже для 

всіх видів пухлин. Зв’язок між рівнем ЛІП 

у тканині раку шлунка та виживаністю паці-

єнтів був встановлений і в нашому дослі-

дженні: велика кількість CD8+ та CD45RO+ 

T-лімфо цитів була асоційована із кращими 

показниками загальної виживаності пацієн-

тів. Також результати нашого дослідження 

співпали як із вже відомими (Lee H.E. et al., 

2008), так і з нещодавно отриманими резуль-

татами інших досліджень (Tuncel T. et al., 2013; 

Wakatsuki K. et al., 2013) стосовно позитив-

ного впливу високої щільності ЛІП у раку 

шлунка на виживаність хворих. Водночас 

не виявлено кореляції між CD8+ T-лімфо-

цитами у пухлині та загальною виживаністю 

хворих на рак шлунка, хоча наявність висо-

кого співвідношення Foxp3+Tregs/CD8+ 

асоціювалася із незадовільною виживаністю 

(Shen Z. et al., 2010).

Різноманітні механізми, які пропонують-

ся для пояснення функції лімфоцитів у пух-

лині, зокрема їх протипухлинного ефекту, 

розглядаються у багатьох публікаціях. За-

слуговує на увагу інформація щодо значно 

вищого рівня інтерферону-γ у пухлинах 

шлунка, які характеризуються високою 

щільністю CD45RO+ клітин, порівняно із та-

ким у пухлинах із малою щільністю цих клітин 

(Wakatsuki K. et al., 2013). Автори припусти-

ли, що CD45RO+ T-клітини здатні індукувати 

локальну імунну реакцію.

Слід також відзначити зворотну кореля-

цію між кількістю ЛІП та наявністю ДПК 

у кістковому мозку: відсутність ДПК супро-

воджувалася великою кількістю ЛІП, зокрема 

72,4% CD8+ та 41,8% CD45RO+ Т-клітин 

(p<0,05). Ці дані дозволяють розглядати ЛІП 

як стримувальний фактор («keeping factor»), 

який запобігає виходу пухлинних клітин 

із первинного вузла, дисемінації у кровообіг 

та потраплянню у віддалені органи, зокрема 

у кістковий мозок.

Важливим є наше спостереження щодо 

асоціації між кількістю ЛІП та активністю ММП 

у пухлині. За результатами раніше проведе-

ного дослідження встановлено, що кількість 

ЛІП (CD3+, CD8+ та CD45RO+ T-клітини) у тка-

нині раку шлунка корелювала з наявністю 

метастазів у лімфатичних вузлах, але не з гли-

биною пухлинної інвазії (Lee H.E. et al., 2008). 

Автори припустили, що прогностична роль 

ЛІП в основному зосереджена на зменшенні 

метастатичного потенціалу. У проведеному 

нами дослідженні встановлено, що активність 

MMП-2 у тканині раку шлунка зворотно коре-

лює з кількістю CD8+ (r=−0,3; p=0,039) 

та CD45RO+ (r=−0,33; p=0,031) T-клітин у пух-

лині. Водночас кореляція між активністю 

ММП-9 та T-клітинами у пухлині не встанов-

лена. Крім того, нами визначено, що кількість 

хворих із категорією N
1–2

 була меншою 

за умови великої кількості CD45RO+ Т-клітин, 

хоча цей зв’язок при статистичному аналізі 

виявився лише тенденцією. Отримані резуль-

тати та їх обговорення дозволяють поставити 

питання щодо впливу ЛІП на метастазування, 

хоча б частково, через модуляцію активності 

MMП-2 у пухлині.

Беручи до уваги наші результати та ба-

гатьох інших досліджень, слід звернути 

увагу на правомірність пропозиції F. Pagès 

та співавторів (2010), які одну зі своїх статей 

назвали «Immune infi ltration in human tumors: 

a prognostic factor that should not be ignored».

Висновки
Дослідженням встановлено, що мала 

кількість CD8+ T-клітин у пухлині асоціюється 

із сильною та середньою гіпоксією у пухлинній 

тканині. Велика кількість CD8+ та CD45RO+ 

T-клітин корелює з низькою частотою наяв-

ності ДПК у кістковому мозку.

Також було визначено, що велика кіль-

кість CD8+ та CD45RO+ T-лімфоцитів асоцію-

ється із кращими показниками виживаності 

Таблиця 3 СD45RO+ T-клітини у тканині раку шлунка та клінічні характеристики хворих

Показник
Хворі з CD8+ T-клітинами у пухлині

Мала кількість (<медіани)
(n=41; 52,6%)

Велика кількість (>медіани)
(n=37; 47,4%)

Стать
- чоловіки (n=47)
- жінки (n=21)

26 (33,4)
15 (19,2)

25 (32,0)
12 (15,4)

Вік, років (медіана, розкид) 62,5 (26–81) 62 (29–79)
Гістологічний тип
- аденокарцинома
- слизова аденокарцинома
- персневидно-клітинна карцинома
- недиференційована карцинома

28 (35,9)
6 (7,7)
5 (6,4)
2 (2,6)

25 (32,0)
4 (5,1)
7 (9,0)
1 (1,3)

Анатомічна локалізація
- верхня третина
- середня
- нижня
- тотальне ураження

2 (2,6)
9 (1,5)

28 (35,9)
2 (2,6)

6 (7,7)
7 (9,0)

20 (25,6)
4 (5,1)

Ступінь диференціювання (G)
1
2
3
4

3 (3,8)
9 (11,5)

26 (33,4)
3 (3,8)

2 (2,6)
6 (7,7)

26 (33,4)
3 (3,8)

Стадії UICC
I
II
III
IV

7 (9,0)
9 (11,5)

17 (21,8)
8 (10,2)

13 (16,8)
8 (10,2)
7 (9,0)

9 (11,5)
T-категорія
1
2
3
4

4 (5,1)
7 (9,0)

20 (25,7)
10 (12,8)

5 (6,4)
11 (14,1)
11 (14,1)
10 (12,8)

N-категорія
N

0

N
1–2

21 (26,9)
20 (25,6)

24 (30,8)
13 (16,7)

Віддалені метастази
M

0

M
1

37 (47,4)
4 (5,2)

31 (39,7)
6 (7,7)

Таблиця 4 Рівень гіпоксії і CD8+ та CD45RO+ T-клітини у тканині раку шлунка
Рівень гіпоксії пухлини 

відповідно до співвідношення 
PME/Pi

Кількість хворих із ЛІП, % Кількість хворих без ЛІП, %
CD8+ клітини CD45RO+ 

клітини CD8+ клітини CD45RO+ 
клітини

<1,4 (сильна/середня) 20,1±4,7 26,5±5,9 44,0 23,5
>1,4 (помірна/слабка) 38,9±5,6

p<0,05
32,1±5,3 18,0

p<0,05
28,0
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хворих на рак шлунка. Виявлено, що мала 

кількість CD8+ T-клітин є фактором несприят-

ливого прогнозу у хворих із категорією M
0
.

Подяка
Дослідження підтримано Національ-

ною академією наук України (проекти 

№ 2.2.5.360 та № 2.2.5.365).
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Связь CD8+ и CD45RO+ 
T-лимфоцитов, 
инфильтрирующих 
опухоль, с гипоксическим 
профилем рака желудка, 
диссеминированными 
опухолевыми клетками 
и течением заболевания

Д.С. Oсинский, A.В. Kовельская, 
Л.Н. Бубновская, И.И. Ганусевич, 

Л.Д. Гуменюк, С.П. Осинский, 
С.П. Меренцев, Л.А. Мамонтова

Резюме. Установлено, что у  80 и 85,7% 

больных опухоли оказались CD8+ и CD45RO+ 

соответственно. Медиана количества CD8+ 

и CD45RO+ клеток составила 34,4 и 36,4% 

соответственно. При наличии диссеминиро-

ванных опухолевых клеток (ДОК) в костном 

мозгу количество CD8+ и CD45RO+ клеток 

в опухоли было малое (ниже медианы). Ве-

роятность появления ДОК повышалась в 2,9 

и 3,2 раза, когда в опухолях было малое ко-

личество CD8+ и CD45RO+ T-клеток соответ-

ственно. Вероятность наличия малого коли-

чества CD8+ T-клеток в опухоли возрастала 

в 5 раз, когда сильная и средняя гипоксия 

была выявлена в опухоли. Общая выживае-

мость была лучше у больных с опухолями, 

в которых отмечали большое количество 

(выше медианы) CD8+ и CD45RO+ клеток. 

Прогностическое значение инфильтрации 

опухоли CD8+ Т-клетками было найдено 

только для больных с категорией M
0
. Большое 

количество CD8+ и CD45RО+ Т-клеток в ткани 

рака желудка ассоциируется с низкой часто-

той появления ДОК и лучшими показателями 

выживаемости больных.

Ключевые слова: рак желудка; лимфоци-

ты, инфильтрирующие опухоль; гипоксия 

опухоли; диссеминированные опухолевые 

клетки; выживаемость.

Association of CD8+ 
аnd CD45RO+ 
tumor-infi ltrating 
T lymphocytes with gastric 
cancer hypoxic profi le, 
disseminated tumor cells 
and disease outcome

D.S. Osinsky, A.V. Kovelskaya, 
L.N. Bubnovskaya, I.I. Ganusevich, 

L.D. Gumenyuk, S.P. Osinsky, 
S.P. Merentsev, L.A. Mamontova

Summary. It was found that 80 and 85.7% of 

patients had CD8+ and CD45RO+ tumors, re-

spectively. Median number of CD8+ and 

CD45RO+ cells was 34.4 and 36.4%, respec-

tively. When DTCs were detected, the number 

of CD8+ and CD45RO+ cells in tumor was low. 

The probability of appearance of DTCs is in-

creased by a factor of 2.9 and 3.2, when tumors 

had low number of CD8+ and CD45RO+ T-cells, 

respectively. The probability of the presence of 

low number of CD8+ T-cells in tumor is increased 

by a factor of 5.0, when severe and moderate 

hypoxia was detected in tumors. Overall survival 

was longer in patients with tumors with high 

number of CD8+ and CD45RO+ cells. Prognostic 

significance was found for CD8+ infiltration in GC 

of patients with M0 category only. High number 

of CD8+ and CD45RО+ Т-cells in GC is associ-

ated with low frequency of DTC presence, and 

better survival.

Key words: gastric cancer; tumor-infi ltration 

lymphocytes; tumor hypoxia; disseminated 

tumor cells; survival.
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